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六 盘山 区 幼 龄 辽东 栎 根系 共生 真菌 的 分 离 和 鉴定 


PER, FRA, MEAN ERAS AE HNE” 
CL. 北方 民族 大 学 生物 科学 与 工程 学 院 ， 银 川 750021; 2. 国家 民 委 黄河 流域 农 牧 交错 
生态 保护 重点 实验 室 ， 银 川 750021) 

摘 XE. 该 文 从 不 同年 龄 的 幼 龄 辽东 标 〈Ouwercrs wutaishansea) 根系 分 离 可 培养 共生 真 
菌 ， 菌 落 形态 学 结合 分 子 生物 学 的 方法 对 其 物种 进行 鉴定 ， 阅 明 幼 龄 辽东 栎 根系 可 培养 
k 生 真菌 的 群落 结构 和 动态 变化 。 结 果 表 明 : CIO 从 幼 龄 辽东 栎 根系 中 分 离 获得 249 株 
真菌 ， 经 鉴定 隶属 于 2 门 5 纲 7 目 8 科 15 属 18 种 其 中 2 种 隶属 于 担子 菌 门 
(Basidiomycetes) ，16 fR3EJE T TÆKI] (Ascomycota) 。 种 水 平 上 ， 以 灰 粉 无 柄 盘 孢 
V (Pezicula pruinosa) 分 离 频率 最 高 ， 占 分 离 菌株 总 数 的 81.93%; 托雷斯 氏 丛 亦 壳 菌 
C Dactylonectria torresensis ) 、 强 壮 土 赤 壳 菌 C Ilyonectria robusta) 、 北 美 黑 盘 菌 
CAtrocalyx nordicus) 次 之 ， 分 别 占 分 离 菌株 总 数 的 4.02%、2.01% 和 2.01%。 (2) 共生 
真菌 种 类 和 数量 在 不 同 树龄 的 辽东 栎 中 表现 出 较 大 差异 ， 其 中 4-5 年 生 植 株 分 离 频率 最 


x1 


高 (44.98%) ， 依 次 为 三 年 生 植株 (29.32%) 、 二 年 生 植株 (19.6890) 和 一 年 生 植 株 
(6.02%) 。 综 上 所 述 ， 宁 夏 六 盘山 幼 龄 辽东 栎 根系 可 培养 共生 真菌 种 类 丰富 ， 随 树龄 增 
长 其 种 类 和 数量 增加 ; 灰 粉 无 柄 盘 移 菌 是 六 盘山 幼 龄 辽东 栎 根系 可 培养 共生 真菌 的 绝对 
优势 物种 。 该 研究 结果 为 进一步 挖 据 植 物 共生 微生物 资源 、 探 索 辽 东 栎 与 共生 微生物 互 


作 在 本 地 逆境 的 适应 机 制 芮 定 了 基础 。 
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Abstract: The symbiotic fungi in roots of young Quercus wutaishansea at different ages were 
isolated directly from root tips to elucidate community structure and dynamic changes. The 
isolated fungi were identified based on the morphological characteristics of colony and 
molecular analysis. The results were as follows: (1) A total of 249 fungal strains were isolated 
from the roots of young Q. wutaishansea, 18 species belonging to 15 genera, 8 families, 7 orders, 
8 classes and 2 phyla were recognized. Among them, 2 species are ascomycotes and 16 species 
are basidiomycets. Pezicula pruinosa was the species with the highest isolation frequency 
(81.9395), followed by Dactylonectria torresensis (4.0296), Ilyonectria robusta (2.0196) and 
Atrocalyx nordicus (2.0196). (2) Significant differences in species and quantities of symbiotic 
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fungi demonstrate in different ages of young Quercus wutaishansea, with the highest frequency 
of isolation occurring in the 4-5 years old (44.9896) followed by the triennial (29.3296), biennial 
(19.68%) and annual (6.0296). To sum up, culturable symbiotic fungi in the roots of young Q. 
wutaishansea on Liupan Mountain were highly diverse. Species and quantities of isolates varied 
at different ages of trees, and the diversity increased with the growth of tree. Pezicula pruinosa 
is the most dominant culturable symbiotic fungi in roots of young Quercus wutaishansea. The 
results lay the foundation for further investigating symbiotic fungal resources and exploring the 
microbial symbiotic mechanism of Q. wutaishansea in adapting to local environment. 

Key words: Liupan Mountain, Quercus wutaishansea, symbiotic fungi, isolation and culture, 
identification 


if RER (Quercus wutaishansea) 广泛 分 布 于 我 国 的 北方 地 区 ， 有 具有 了 耐 严寒 、 耐 干 
旱 、 耐 贫 盗 的 特点 ， 在 山顶 或 者 山 疹 附近 常 形成 片 状 成 林 或 单 优势 群落 ， 因 此 通常 作为 
北方 森林 植被 的 主要 建 群 种 〈 张 中 惠 等 ，2021; 连 俊 华 等 ，2022) 。 六 盘山 位 于 黄土 高 
原 的 中 西部 ， 地 处 北方 农 牧 交错 带 与 暧 温 半 湿润 带 向 半 干 旱地 区 过 渡 的 生态 脆弱 带 上 ， 
森林 覆盖 率 高 达 70%， 被 誉 为 黄土 高 原 的 “ 湿 岛 "和 关中 平原 的 天 然 屏障 。 辽 东 栎 次 生 林 
是 六 盘山 区 森林 群落 的 优势 种 和 顶级 群落 ， 对 于 维护 当地 生态 平衡 具有 重要 的 研究 价值 
( 王 占 印 ，2009) 。 
在 自然 界 中 ， 植 物 的 器 官 中 往往 定 殖 有 大 量 的 互惠 共生 真菌 ， 尤 其 以 根系 中 的 种 类 
最 为 丰富 ， 主 要 包括 外 生 菌 根 真 菌 (ectomycorrhiza fungi，ECMF) 、 从 枝 菌 根 真菌 
(arbuscular mycorrhiza fungi, AMF ) 和 深 色 有 隔 内 生 真 菌 (dark septate endophyte, 
DSE) 等 〈 刘 润 进 和 王 琳 , 2018) 。 共 生 真 菌 对 于 维护 植物 生态 系统 的 健康 发 展 发 挥 着 重 
要 的 生态 功能 ， 具 有 提高 植物 吸收 水 分 和 矿质 营养 、 促 进 植物 生长 、 增 强 植 物 抗 逆 的 能 
力 ， 尤 其 在 逆境 胁迫 下 植物 恢复 和 生态 重建 过 程 中 发 挥 着 积极 作用 〈 王 思 佳 等 ，2018; 
Zobel et al., 2024) 。 菌 根 真菌 通过 向 外 延伸 的 菌 丝 网 络 ， 将 根 与 周围 的 土壤 连接 起 来 ， 
扩大 根系 面积 从 而 促进 植物 吸收 、 运 输 水 分 和 营养 物质 (Fors et al., 2023) 。DSE 大 量 存 
在 于 干旱 、 养 分 贫 凌 和 重金 属 等 胁迫 环境 中 ， 通 过 调整 内 含 的 超 氧 化 物 歧化 酶 、 可 溶性 
蛋白 和 黑色 素 等 ，DSE 增强 植物 对 干旱 环境 的 适应 能 力 ， 提 高 植物 体 抗 逆 能 力 
( González-Teuber et al., 2018; Liu & Wei, 2019) ; 在 重 锅 环 境 中 ，DSE 通过 调整 植物 根 
的 形态 、 限 制 重金 属 离子 的 迁移 来 促进 植物 生长 并 限制 对 宿主 的 金属 毒性 〈Chen et al., 
2023) 。 

己 有 研究 表明 ， 辽 东 栎 根系 定 殖 有 丰富 的 共生 真菌 ， 其 群落 结构 随 着 树龄 的 增长 表 
现 出 动态 变化 。 通 过 菌 根 形态 特征 和 根 尖 ITS 序列 分 析 的 方法 ，Wang 等 〈2017) 从 中国 
北部 太白 山 、 子 午 岭 、 灵 空山 、 东 灵山 和 香山 5 个 典型 辽东 栎 林 的 外 生 菌 根 真菌 群落 中 
鉴定 出 220 种 外 生 菌 根 真菌 ， 其 丰富 度 与 海拔 高 度 和 土壤 有 机 质 呈 正 相 关 。Wang 等 
(2012) 采用 分 子 生物 学 方法 对 不 同 树龄 的 辽东 栎 外 生 菌 根 真 菌 群落 进行 研究 ， 共 鉴定 
出 66 种 外 生 菌 根 真菌 ， 其 中 51 种 隶属 于 担子 菌 门 ，15 种 隶属 于 子 歧 菌 门 ， 土 生 空 球菌 
(Cenococcum geophilum) 是 优势 真菌 ， 树 龄 显著 地 影响 了 辽东 栎 外 生 菌 根 真菌 群落 结 
构 。 
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虽然 已 有 的 分 子 生 物 学 技术 为 辽东 栎 共生 真菌 多 样 性 特征 提供 了 大 量 的 研究 数据 ， 但 
分 离 纯化 的 菌 丝 体 是 解析 共生 菌 与 植物 互 作 关系 的 前 提 。 辽 东 栎 根系 可 培养 共生 真菌 的 多 
样 性 特征 目前 还 处 于 未 知 状态 ， 因 此 本 研究 采用 根 段 直 接 分 离 法 ， 对 六 盘山 区 幼 龄 辽东 栎 
根系 共生 真菌 进行 分 离 和 鉴定 ， 旨 在 阐明 辽东 栎 根系 可 培养 共生 真菌 的 群落 结构 和 动态 变 
化 规律 ， 为 进一步 研究 辽东 栎 与 共生 真菌 间 的 互 作 机 制 提供 基础 数据 和 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 研究 地 区 概况 


六 盘山 区 总 面积 90 071 hm?, 


海拔 2 200~2 900 m， 年 均 气 温 5.9 "C， 年 平均 降水 676 


mm， 年 平均 相对 湿度 69%， 属 暖 温带 半 湿润 区 的 大 陆 性 季风 气候 ( 王 香 襄 , 1988) 。 六 


坡地 。 
1.2 样品 采集 


2022 年 7 一 9 月 ， 在 六 盘山 国家 级 
辽东 栎 纯 林 作为 试验 样 地 。 根 据 张 婕 等 
六 盘山 辽东 栎 种 群 的 实际 生长 情况 ， 


(2014) LRK 


盘山 去 区 辽东 栎 主要 分 布 于 海拔 1 100 一 1 650 m 之 间 的 缓坡 和 阴 坡 、 半 阴 坡 、 半 阳 向 沟 


然 保护 区 秋千 架 景 区 ， 选 取 3 个 50mx50m 的 
' 群 径 级 结构 的 划分 标准 ， 结 合 
以 4 个 不 同 树龄 (1 年 生 、2 年 生 、3 年 生 和 45 年 


] 铁 锋 除 去 植株 基部 周 


整个 植株 完整 挖 出 并 剪 下 所 有 根系 放 入 
集 的 根 样 于 冰箱 4 CR. 3d 


1.3 根系 共生 真菌 的 分 离 


在 实验 室 将 根 样 置 于 培养 1 
刷 小 心地 移 除 根 表 面 的 土壤 并 剔除 杂 
根 段 直接 培养 法 进行 根系 共生 真菌 
BE 200 g:-L1、 和 葡萄 糖 20 gL 


他 植物 根系 ， 蒸 馏 水 ; 
， 分 离 和 纯化 采 月 
和 1681) ， 竺 党 


入 终 浓 度 50 mg/L CERE IMSA 
不 同 树龄 ， 采 取 不 同 的 消毒 方法 。 


水 漂洗 3 次 ， 最 后 一 次 漂洗 之 后 用 
消毒 的 基础 上 ， 再 将 根系 置 于 70% 的 酒精 


消毒 后 的 根系 切 成 0.2~0.3 cm 


100 个 ， 生 化 培养 箱 25 CC 黑 暗 培 
菌落 形态 特征 描述 依据 
是 否 有 分 泌 物 、 


落 颜色 、 质 地 、 外 形 、 是 


« SH 


^E) 的 幼 龄 辽东 栎 作为 研究 对 象 ， 依 据 5 点 采样 法 原则 ， 分 别 采集 不 同 树 龄 辽东 栎 植株 
的 整个 根系 各 5 份 ， 共 60 FER 
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， 根 系 周围 保 留 少量 土壤 用 于 保鲜 ， 采 
实验 室 进 行 后 续 处 理 。 


清水 浸泡 ， 待 根 样 表 面 土壤 松软 后 ， 用 细小 毛 
! 洗 根系 3~5 次 。 采 用 


青 中 浸泡 1 min， 无 菌 


保藏 于 北方 民族 大 学 宁夏 特殊 生境 入 


中 心 。 
1.4 根系 共生 真菌 分 子 鉴定 
1.4.1 真菌 DNA 提取 


待 纯 化 的 菌 丝 长 满 固体 平板 后 ， 在 无 
表面 菌 丝 进行 收集 ， 称 取 菌 丝 体 约 0.5 g, 


的 说 明 书 进行 DNA 抽 提 。 


1.4.2 真菌 rDNA ITS 序列 PCR 扩 增 


品 挑 取 30 个 末端 2 cm 的 根系 ， 依 据 
生 、2 年 生 的 根系 ， 采 取 2 步 消毒 法 ， 即 先 将 准备 
好 的 根系 于 70% 的 酒精 中 浸泡 2 min， 再 于 0.1% 和 氧化 汞 中 浸泡 40 s， 每 次 浸泡 后 用 无 菌 
菌 滤纸 吸 干 水 分 。3 年 生 、4~5 年 生 的 根 段 ， 在 2 步 
水 漂洗 3 次 后 吸 干 水 分 。 将 
p SOT PDA. FOREN AA EG «S FOR SEU 
落 纯 化 参照 肉 斯 塔 木 : 艾 买 提 等 
A 和 Johansson 等 


日 马铃薯 葡萄 糖 琼脂 培养 基 CH) 


仿 却 至 45 CA, H 


(2022) 的 方法 ， 


(2001〉 的 方法 ， 详 细 记 录 菌 
边缘 颜色 及 形状 、 直 径 。 分 离 纯 化 后 的 所 有 菌株 


生物 资源 开发 与 利用 重点 实验 室 


的 微生物 菌 种 保藏 


菌 环境 中 ， 使 用 铁丝 制作 成 的 三 角形 刊 板 刮 取 
按照 上 海 生 工 UNIQ-10 柱 式 真菌 基因 组 试剂 盒 


采用 真菌 通用 引物 ITSIF(5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3^ fll ITS4(5-TCCT 


CCGCTTATTGATATGC-3”) 进 行 菌落 的 PCR 扩 增 。 


有 反应 体系 以 50 uL 为 例 : 2 xHief PCR 


Mastr Mix 25 uL, Forward primer 10 umolL- 2.5 uL, Reverse primer 10 umol-L! 2.5 uL, 


Template DNA 2 uL, ddH2O 补足 50 uL. 
生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 测序 。 


反应 条 件 


表 1rDNAITS 序列 的 PCR 扩 增 程序 
Table 1 PCR amplification ofrDNA ITS sequence 


如 表 1 所 示 ， 对 检测 合格 的 样品 送 至 


循环 步 又 温度 时 间 循环 数 


Cyclic step Temperature (?C) Time (min) Cycle number 
预 变 性 Predegeneration 95 5 1 

变性 Denaturation 94 1 

退火 Anneal 52 1 30 

延伸 Extend 72 1 

终 延 伸 Final Elongation 72 10 1 


1.4.3 ITS 序列 分 析 
对 真菌 测序 结果 的 分 析 参 照 李 敏 奇 等 (2023) 的 方法 进行 分 析 并 构建 系统 发 育 树 。 
1.5 根系 共生 真菌 数量 统计 分 析 
幼 龄 辽东 栎 根系 不 同 共生 真菌 的 分 离 数 量 采用 分 离 频 率 分 析 。 分 离 频 率 (%) = 分 离 的 
某 种 共生 真菌 的 菌株 数 /分 离 的 总 菌株 数 x100。 


2 结果 与 分 析 


2.1 根系 共生 真菌 菌落 特征 观察 

从 幼 龄 辽东 栎 根系 中 共 分 离 纯化 得 到 249 株 真菌 ， 依 据 菌 落 形态 特征 分 为 18 个 类 型 (图 
1， 表 2) 。 菌 落 多 为 圆 形 ， 少 数 是 椭圆 形 ， 颜 色 有 白色 、 黄 白色 、 灰 色 、 灰 黑色 、 棕 黄 
色 、 黑 色 等 ， 大 部 分 菌落 不 产 色 素 ， 不 同 菌 落 类 型 生长 速度 差异 较 大 ， 多 生长 缓慢 。 其 中 
T5、T12、T15、T16 菌 落 质 地 为 注 蜡 状 ， 其 余 为 绒 息 状 ; T1、T4、T5、T11 的 菌落 边缘 为 
白色 ，T6 菌 落 边缘 为 乳白 色 ，T18 的 菌落 边缘 为 黑色 ，T16 菌 落 边缘 为 深 灰 色 ; TIAE 
有 棕 褐 色 水 滴 状 分 泌 物 ，T12、T15 菌 落 上 有 透明 水 滴 状 分 泌 物 ，T8 菌 落 上 有 淡 黄 色 水 滴 状 
分 小物，T3、T18 菌 落 分 泌 物 呈 黑 褐色 水 滴 状 ; T2、T14、T16 生 长 最 快 ， 纯 化 30 d 后 菌落 
直径 分 别 为 7.3~7.5 cm、7.2~7.5 cm、7.1~7.5 cem; T1 和 T10 生 长 最 慢 ， 纯 化 30 d 后 菌落 直径 
分 别 是 2.2~2.5 cm 和 2.5~2.6 cm. 
2.2 分 子 鉴定 结果 

对 分 离 获得 的 249 个 菌株 的 rDNA ITS 片 段 进 行 拼接 和 质 控 ，GenBank 数 据 库 比 对 得 到 数 
据 库 中 的 同 源 序 列 相似 度 为 87.01%~100%《〈 表 3) 。 根 据 菌 落 形 态 型 ， 从 249 个 菌落 中 挑选 
39 个 代表 菌株 ， 参 考 模式 菌株 序列 与 同 源 序列 共同 构建 系统 发 育 树 (图 2) ， 分 离 的 菌株 归 
属于 2 门 $ 纲 7 目 8 科 15 属 18 种 〈 表 4) 。 形 态 型 T1、T2 的 代表 菌株 L2、L105 聚 集 在 分 支 V 
上 ， 隶 属于 担子 菌 门 伞 菌 纲 (Agaricomycetes) ， 其 余 37 个 代表 菌株 均 隶 属于 子宫 菌 门 ， 
中 L15、L54、L16、L100、L55、L21 共 6 个 菌株 序列 聚集 在 分 文 I 上 ， 隶 属于 座 襄 菌 纲 
(Dothideomycetes) ; L81、L107、L120、L8、L65、L108、L66、L167、L159、L145、 
L184、L47 共 12 个 菌株 序列 聚集 在 分 支 [ 上， 隶属 于 锤 舌 菌 纲 (Leotiomycetes) ; L176, 
L151 共 2 个 菌株 聚 在 分 支 II 上 ， 隶 属于 散 宫 菌 纲 (Eurotiomycetes) ; L128. L178. L69, 
L182、L133、L46、L126、L4、L43 等 共 17 个 菌株 的 序列 集聚 在 分 支 TV 上 ， 隶 属于 数 壳 菌 
纲 (Sordariomycetes) 。 


L I 


图 1 在 PDA 培 养 基 上 生长 30 d 后 的 菌落 形态 特征 
Fig 1 Morphology of fungal colony isolated from roots after 30 days culture on PDA medium 


4€ 2 PDA 培养 基 上 生长 30 d 后 的 菌落 形态 特征 


Table 2 Colony characteristics of strains after 30 days culture on PDA medium 


类 型 ”菌落 颜色 菌落 质地 菌落 形状 边缘 颜色 分 小物 边缘 形状 色素 菌落 直径 
Type Colony color Colony texture Colony shape Margin color Exudation Margin shape Pigment Colony diameter 
(cm) 

TI 灰 黑 色 Grey-black WEAN Felted BÉ Circle 色 White 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 2.23~2.51 

T2 白色 Yellow-white REYR Felted BÉ Circle ”无 No 无 No 不 规则 Irregular 无 No 7.31~7.55 

T3 棕 黄 色 Pale-brown REAR Felted 5E Circle 无 No 黑 褐色 水 滴 状 光滑 全 缘 Smooth entire 棕 褐 色 Brown 3.32-5.92 
Black water droplets 

T4 灰色 Grey AREER Felted BÉ Circle 色 White 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 2.81~3.04 

T5 黑色 Black HEAR Thin waxy JÉ Circle 色 White 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 6.51~6.85 

T6 ” 灰 黑色 Grey-black HEAR Felted RIJE Circle ^ 乳白 色 Milk-white 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 4.02~4.30 

T7 ” 棕 黄 色 Pale-brown HEAR Felted 圆 形 Circle ”无 No 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 58 Brown 6.06—6.57 

T8 和 白色 White ARHAR Felted 圆 形 Circle ”无 No 淡 黄 色 水 滴 状 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 5.81~6.03 
Light-yellow water droplets 

T9 白色 Yellow-white RENA Felted PIJÉ Circle 无 No 无 No 不 规则 Irregular 浅 红色 Light-red ”4.61~5.42 

TIO — £xxtf& Pale-brown WEAN Felted RIJE Circle 无 No 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 2.53~2.67 

T11 宗 黄色 Pale-brown FEIR Felted alJ Circle 色 White 宗 褐色 水 滴 状 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 3.31~3.52 
Brown water droplets 

T12 ”白色 White WISI Thin waxy ”椭圆 形 Oval ”无 No 透明 水 滴 状 不 规则 Irregular 无 No 2.41~3.25 
Transparent water droplets 

T13 白色 Yellow-white REYR Felted PIJÉ Circle 无 No 无 No 不 规则 Irregular 无 No 6.32~6.51 

T14 Á White 2A SA Felted RIJ Circle ”无 No 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 7.26~7.51 

TIS ” 灰 黑色 Grey-black HRR Thin waxy BJE Circle 无 No 透明 水 滴 状 不 规则 Irregular RAE Light-red ”6.56~6.83 
Transparent water droplets 

T16 ”灰色 Grey HIAR Thin waxy JE Circle 深 灰 色 Dark-grey 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 7.15~7.52 

T17 RKE Light-gray 2A SA Felted 圆 形 Circle ”无 No 无 No 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 2.85~2.92 

T18 ” 灰 黑色 Grey-black HEAR Felted HUE Circe 。 黑色 Black 黑 褐色 水 滴 状 光滑 全 缘 Smooth entire 无 No 6.22~6.73 


Black water droplets 


表 3 幼 龄 辽东 栎 根系 共生 真菌 rDNA ITS 序 列 的 BLAST 结果 


Table 3 BLAST results of rDNA ITS sequence of endophytic fungi from young Quercus wutaishansea 


类 型 ”代表 菌株 编号 相似 真菌 相似 性 菌株 数量 分 离 频 率 参考 菌株 编号 
Type Representative strain No. Similar fungal species (GenBank accession No.) Similarity (96) Strain amount Isolation ratio (7o) Reference strain No. 
TI L2 ZU Schizophyllum commune (MT466518) 98.78 1 0.40 一 

T2  L105 近 赭 色 射 脉 菌 Phlebia subochracea (ON869343) 99.37 1 0.40 一 

T3 L167, L159, L145, L66, L184, L47 KENEK Pezicula pruinosa (1.C206663) 99.83 204 81.93 LR876769 
TA L8 Ab R E Cadophora meredithiae (MF979574) 99.69 1 0.40 — 

T5 L120, L81, L107 ATEEK Humicolopsis cephalosporioides (MZ571379) 99.65 3 1.20 = 

T6 L108, L65 晶 杯 菌 科 Hyaloscyphaceae sp. (KF359568) 98.46 2 0.80 一 

T7 L176 WEE Penicillium citrinum (MT597828) 99.01 2 0.80 NR121224 
T8 L151 5 Penicillium simplicissimum  (KF359583) 99.32 2 0.80 NR138290 
T9 L4, LI2, L73, L49, L50, L43 托雷斯 氏 从 赤 壳 菌 Dactylonectria torresensis (MN558984) 99.64 10 4.02 NR121500 
T10 L95, L33, L175, L194 强壮 土 赤 壳 菌 Iyonectria robusta (NR157427) 99.82 5 2.01 NR157427 
TI] L126 饰 钨 壳 属 Cosmospora sp. (KP723456) 100.00 1 0.40 一 

T12 L46 沙 洛 杆 菌 Sarocladium bacillisporum (HG965005) 100.00 3 1.20 NR145039 
T13 L69, L133, L182 WEA Cylindrocarpon olidum (KR709196) 98.80 3 1.20 — 

T14 L128, L178 孢 小 花 口 沉 菌 Anthostomelloides leucospermi (NR153510) 99.28 2 0.80 NR153510 
T15 L55 根 异 茎 点 考 Paraphoma radicina (MK764998) 99.66 1 0.40 NG070446 
T16 L21 AREE Paraphoma sp. (KT269033) 99.65 1 0.40 一 

T17 L15, L16, L54 北美 黑 盘 菌 4trocalyx nordicus (MW759246) 87.01 5 2.01 NR172997 
T18 L100 伏 克 新 阴 孢 菌 Neovaginatispora fuckelii (KX664344) 97.36 1 0.40 一 

WS 一 表示 在 数据 库 中 未 查询 到 该 种 模式 菌株 序列 。 


Note: — indicates that the sequence of model strain is not queried in the database. 
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100| 


盘 菌 Atrocalyx nordicus (MW759245) 


~~~ 北美 黑 盘 菌 A. nordicus (MW759246) 
100 北美 黑 盘 菌 A. nordicus (MW759243) 
alL15 (OR257619) 
— L54 (OR257627) 
9*1. L16 (OR257620) 


oap 伏 克 新 阴 孢 菌 Neovaginatispora fuckelii (KX664344) 
L100 (OR257626) 
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73 


79 


100. 


100| 


100| 


zi 


LT. L21 (OR257629) 


JAMUR HIER. Massarina sp. (KJ188102) 
KIRJE Lophiostoma sp. (TF694929) 


oj RRE P. radicina (MK764997) 


ala Æ Paraphoma radicina (MK764998) 
8 
L55 (OR257628) 


FEJ Paraphoma sp. (OQ818678) 
PÆ ER Paraphoma sp. (KT269033) 

Humicolopsis cephalosporioides (K Y065165) 

H. cephalosporioides (KY065163) 
H. cephalosporioides (KY 065164) 


L81 (OR257624) 


97 


L107 (OR257615) 
L120 (OR257613) 


L8 (OR257617) 


70, 


100 


= 


X 


86] 


AVE Cadophora meredithiae (MF979574) 
KADETE C. meredithiae (MF979576) 


r 晶 杯 菌 科 Hyaloscyphaceae sp. (MZ621146) 
L65 (OR257642) 


L108 (OR257606) 


晶 杯 菌 科 Hyaloscyphaceae sp. (OR482679) 
晶 杯 菌 科 Hyaloscyphaceae sp. (00430738) 


L66 (OR257632) 
L167 (OR257634) 

HEHH Pezicula pruinosa (LR876768) 
L159 (OR257633) 

145 (OR257635) 

L184 (OR257631) 

MEN P. pruinosa (LR876769) 
HEN P. pruinosa (LR876770) 

147 (OR257630) 


一 HWT Penicillium citrinum MT597828) 
HTT P. citrinum (MT597829) 
af L151 (OR257607) 


L176 (OR257637) 


一 简 青 霉 P. simplicissimum (HQ392489) 


100| 


[THEE P simplicissimum (KF359583) 
白 孢 小 花 口 党 菌 Anthostomelloides leucospermi (EUSS2100) 
白 孢 小 花 口 沉 菌 A. eucospermi NR_153510) 


100| 


94| 


75 


L128 (OR257609) 
545. L178 (OR257608) 
—— ARMEO R] A. eucospermi (MN611120) 


L69 (OR257643) 
ETIR Cylindrocarpon sp. (AY295334) 
HEH C. olidum (MT294406) 

100- L182 (OR257612) 
HUGH C.olidum (KR709196) 
L133 (OR257610) 


沙 洛 杆 菌 Sarocladium bacillisporum (HG965003) 
各 杆菌 S. bacillisporum (HG965005) 
100) 沙 洛 杆菌 S. bacillisporum (OW985503) 
L46 (OR257641) 
10 L126 (OR257636) 


饰 犯 壳 属 Cosmospora sp. (KP723456) 


托雷斯 指 从 赤 壳 菌 Dactylonectria torresensis (0Q357991) 
LA (OR257639) 
L43 (OR257640) 
L73 (OR257644) 
149 (OR257622) 
托雷斯 指 从 赤 壳 菌 D. torresensis (MN558983) 
L50 (OR257623) 
托雷斯 指 从 赤 壳 菌 D. torresensis (MT678571) 


雷 斯 指 从 赤 壳 菌 D. torresensis OQ357992) 
L12 (OR257618) 


" L175 (OR257611) 


L33 (OR257621) 

强壮 E 菌 Ilyonectria robusta (MN535824) 
IERTE L robusta (NR. 157427) 

强壮 土 赤 壳 菌 robusta (MK602790) 

L194 (OR257638) 


强壮 士 赤 壳 菌 I robusta (JF735265) 
L95 (OR257625) 


99| 


SUBE Schizophyllum commune (MT466518) 


100| 裂 福 菌 S. commune (AB369909) 


100] 


L— L2 (OR257616) 
近 赭 色 射 脉 菌 Phlebia subochracea. (N649353| 


100. 


椭圆 盘 菌 O.ellipsospora (NR. 172385 


0.09 


分 支 上 的 数字 表示 支持 率 ; 
(NR_172385) 为 外 类 群 。 


体 编号 代表 本 试验 分 离 得 到 的 


xe L105 (OR257614) 
近 赭 色 射 脉 菌 P. subochracea (ON869343 


长 毛 盘 菌 Orbilia tonghaiensis (NR. 172397) 


V 


株 序 列 ; 长 毛 盘 菌 (NR 172397) RE E 


ES 


The numbers at the branching point indicates bootstrap; the bold numbers represented the cultures isolated in this study; Obilia 
tonghaiensis (NR. 172397) and O. ellipsospora (NR. 172385) are outgroup. 
图 2 基于 根系 共生 真菌 及 其 近似 种 rDNA ITS 序 列 采用 最 大 似 然 法 构建 系统 发 育 树 


Fig 2 The phylogenetic tree based on rDNA ITS sequences of root endophytic fungi and related species using 


maximum likelihood 


表 4 幼 龄 辽东 栎 根系 可 培养 共生 真菌 鉴定 结果 


Table 4 Identification results of culturable endophytic fungi in the roots of young Quercus wutaishansea 


编号 门 z H s 属 种 
No. Phyla Class Order Family Genus Species 
1 RTI PHA PHH ZARR ZRA 裂 福美 
Basidiomycetes Agaricomycetes Agaricales Schizophyllaceae Schizophyllum S. commune 
2 ZILE 皱 皮 菌 科 射 脉 菌 属 近 赭 色 射 脉 菌 
Polyporales Meruliaceae Phlebia P. subochracea 
3 TEKAN 锤 舌 菌 纲 AH RT 暗色 孢 科 无 柄 盘 孢 菌 属 UR A VUES RIS] 
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Dermateaceae Pezicula P. pruinosa 
4 SEJE TEE Fin AKH E H 
Cadophora C. meredithiae 
2 士 生 菌 属 头孢 子 土生 菌 属 
Humicolopsis H. cephalosporioides 
6 唱 杯 菌 科 
Hyaloscyphaceae 
7 DETE BEJA 曲霉 各 青 霉 菌 属 简 青 霉 
Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium P. simplicissimum 
8 HEB 
P. citrinum 
9 KRAAN 肉 座 菌 杰 壳 科 Nectriaceae MIRES 托雷斯 指 从 赤 壳 菌 
Sordariomycetes Hypocreales Dactylonectria D. torresensis 
10 土 赤 壳 属 强壮 土 赤 壳 菌 
Ilyonectria I. robusta 
11 Atti fta Ji 
Cosmospora Cosmospora sp. 
12 沙 洛 杆菌 属 沙 洛 杆菌 
Sarocladium S. bacillisporum 
13 柱 孢 属 Tefal gs vn 
Cylindrocarpon C. olidum 
14 AR PR AB HF 口 壳 属 fute O BI 
Xylariales Xylariaceae Anthostomelloides A. leucospermi 
15 X 3: 格 孢 腔 菌 目 。 格 腔 菌 科 LESE TREE EHE 
Dothideomycetes Pleosporales Pleosporineae Paraphoma P. radicina 
16 黑 盘 菌 属 北美 黑 盘 菌 
Atrocalyx A. nordicus 
17 Fa FLIE E 3r BH FE P JE 伏 克 新 明 孢 菌 
Lophiostomataceae ^ MNeovaginatispora N. fuckelii 
2.3 分 离 频率 
不 同 种 类 的 真菌 其 分 离 数量 和 分 离 频率 差别 较 大 〈 表 3) ， 其 中 灰 粉 无 柄 盘 孢 菌 、 托 雷 斯 氏 丛 赤 壹 
菌 、 强 壮 土 赤 壳 菌 、 北 美 黑 盘 菌 分 离 频率 最 高 ， 依 次 为 81.93%、4.02%、2.01%、2.01%。 无 柄 盘 孢 菌 属 


(Pezicula) 菌株 是 分 离 频率 最 高 的 优势 属 
辽东 栎 不 同 树龄 的 根系 可 培养 共生 


H 


HT 


真菌 的 分 离 频率 | 


N 


发 育 阶段 


Stage of development 


真 


(81.93%) ， 在 辽东 栎 各 个 生长 发 育 阶段 


菌 数 量 和 分 离 频率 明显 不 同 〈 表 5$) 。 从 辽东 栎 1 年 生 植 株 分 
得 到 共生 真菌 15 株 ， 分 离 频 率 为 6.02%; 2 年 生 植 株 分 离 得 到 49 株 ， 分 离 频率 为 19.68%; 3 年 生 植株 分 离 得 
到 73 株 ， 分 离 频率 为 29.32%; 4~5 年 生 植株 分 离 得 到 112 株 ， 分 离 频率 为 44.98%。 不 同 树龄 
真 高 到 低 依次 为 4~5 年 生 >3 年 生 >2 年 生 >1 年 生 。 


R 5 不 同 树 龄 辽东 栎 根系 共生 真菌 的 数量 和 分 离 频 率 


Table 5 Number and isolation frequency of culturable endophytic fungi in roots at different development stages 


Quercus wutaishansea 


均 为 优势 属 。 


E 


辽东 栎 根系 


菌株 数 寺 


uii 


Strain amount 


分 离 频率 
Isolation ratio (96) 


1 年 生 Annual 


15 


6.02 


2 年 生 Biennial 
3 年 生 Triennial 
4—5 年 生 4-5 years old 


3 讨论 


d od nes 
物 学 方法 研究 发 现 辽 东 栎 根系 共生 真菌 


依据 。 


不 同 生长 阶段 的 辽东 栎 根系 分 TES 
长 ， 根 系 定 植 的 共生 真菌 


和 结果 上 对 已 有 研究 的 习 
k 生 互 作 机 制 研究 提供 了 基础 


是 以 担子 菌 为 代表 的 外 4 
TO 
辽东 栎 育苗 、 造 林 和 生态 


生 真菌 数量 和 分 离 频率 具有 显著 差异 ， 植 株 生长 年 限 越 


不 同 的 研究 中 表现 出 了 不 同 的 变化 特征 。 


斯 塔 木 . 艾 买 提 等 


到 的 共生 真 苗 的 种 关 和 数量 差异 较 大 ， 其 中 甸 
1-54E/ERJ-E TIE SERT PL AE FCRI 
会 显著 改变 内 生 真 菌 群 落 组 成 〈 郑 叔 召 
(Séne et al., 2016) ， 
2016) 。 共 生 真菌 群落 动态 
需要 综合 考虑 多 种 生态 因 

本 研究 首次 在 辽 LAMB 
和 Zhuang (2022) 通过 对 分 离 得 到 的 无 柄 盘 
是 从 裸子 植物 〈 如 松树 、 云 杉 、 落 叶 松 和 冷杉 ) 中 分 离 出 来 的 ， 而 在 被 子 植物 


共生 真菌 的 群落 结构 随 着 植物 的 4 


为 优势 类 群 。 前 人 采用 分 子 生 
菌 根 真 菌 ， 本 研究 是 在 方法 
， 为 共生 真菌 与 植物 间 的 
系统 恢复 等 的 运用 提供 了 科学 


E 长 出 现 动态 的 变化 ， 但 在 
(2022) 从 不 同 树龄 的 青海 云 杉 根系 分 离 得 


) 树 阶段 分 离 频率 最 高 ， 幼 
羊 性 进行 比较 发 现 ，3 年 生 毛 竹 的 内 生 真 菌 
等 ，2022) ; MI AINA E 


19.68 
29.32 
44.98 


苗 阶 段 次 之 ， 成 树 阶段 最 低 ， 对 
半 性 最 高 ，4 年 生 最 低 ， 竹 龄 


FER 


[成 树 之 间 的 外 生 菌 根 群 落 结构 并 


被 类 型 、 植 物 器 官 和 土壤 等 环境 条 伯 
变化 规律 。 


A GN ETE ES (Pezicula) 真菌 且 该 属 真菌 


菌 属 的 211 个 菌株 进行 分 离 鉴 定 和 统 


EE] 


的 


TI 


丰 度 都 明显 高 于 幼苗 
显 差 异 (Corrales et al., 


司 制约 ， 探 讨 其 变化 特征 时 


占 绝对 优势 地 位 。Zheng 
计 ， 发 现 约 有 1/3 的 菌株 


研究 发 现 辽 东 栎 根系 中 定 殖 有 大 量 的 无 机 


菌 属 菌株 ， 说 明 该 属 真菌 的 宿 


的 分 离 频率 较 低 。 该 文 


主 植物 范围 比 已 知 的 更 为 ) 


泛 。 虽 然 无 柄 盘 孢 菌 普 遍 定植 于 植物 的 不 同 器 官 ， 但 从 根系 中 分 离 出 的 频率 最 高 (Yuan & Verkley, 2015; 


Ma et al., 2021) 。 
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苗 能 力 ， 产 生 的 多 种 活性 物质 如 环球 


4 结论 T5 


龄 辽东 栎 根系 可 培养 共生 真 


抗 性 遗传 机 制 而 不 受 杀菌 剂 的 影 


著 
病原 真菌 侵害 的 功能 ， 而 
al., 2019) > JEM ATE K JE 
病 和 大 斑 病 菌 的 发 病 率 ， 


LE RH ELE 
元 菌 的 发 育 (Zhang et al., 2018) . 


菌 属 真 菌 进行 体外 抗菌 实验 ， 发 现 
们 推测 辽东 栎 作为 西北 地 区 的 主要 建 
害 方面 存在 着 积极 影响 。 


菌 和 黄蓉 病 具 有 很 强 的 抑 表 
， 根 系 大 量 定 殖 的 无 柄 盘 孢 菌 


菌 素 ， 具 有 保护 植物 不 受 
响 (Yue et al., 2018; Xu et 
合成 挥发 性 化 合 物 ， 降 低 植物 病原 真菌 菌 核 
对 连 普 中 分 离 得 到 的 无 柄 盘 侈 
] (Wang et al., 2014) . R 
可 能 对 其 生长 发 育 及 抵抗 病 虫 侵 


以 子囊 菌 为 优势 类 群 ，]1 年 生 辽 东 栎 根系 可 培养 共生 真菌 分 离 


频率 最 低 (6.02%) ，4~5 年 生 植株 分 离 频 率 最 高 (44.98%) ， 物 种 和 数量 随 树 龄 增长 呈现 递增 趋势 ， 灰 
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养 共生 真菌 的 绝对 优势 类 群 
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